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http://www.john-libbey-eurotext.fr/fr/
revues/bio rech/abc/sommaire.md?type=

text.html

Montrouge, le 14/01/2015

Christophe Hirtz
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Le prélèvement sanguin sur papier buvard :
une révolution de la biologie médicale en marche ?

Blood sampling using “dried blood spot”: a clinical biology revolution
underway?

Christophe Hirtz
Sylvain Lehmann
Institut de recherche en biothérapie,
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Résumé. L’analyse de sang déposé et séché sur un papier buvard (dried blood
spot ou DBS) est utilisée depuis les années 1960 en analyse clinique, princi-
palement dans le cadre du dépistage néonatal (test de Guthrie). Depuis lors, de
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nombreux analytes cliniques tels que les acides nucléiques, les petites molécules
ou les lipides, ont été mesurés avec succès sur les DBS. Bien que cette méthode
pré-analytique représente une alternative intéressante aux prélèvements san-
guins classiques, son utilisation en routine est encore limitée. Nous passons ici
en revue les applications du prélèvement sanguin sur DBS en analyse clinique
et nous évaluerons sa place dans le futur, soutenue par les nouvelles méthodes
d’analyse comme la spectrométrie de masse LC-MS.

Mots clés : dried blood spot, pré-analytique, PCR, spectrométrie de masse,
Elisa, multiplexe

Abstract. Blood testing using the dried blood spot (DBS) is used since the
1960s in clinical analysis, mainly within the framework of the neonatal scree-

ning (Guthrie test). Since then numerous analytes such as nucleic acids, small
molecules or lipids, were successfully measured on the DBS. While this pre-
analytical method represents an interesting alternative to classic blood sampling,
its use in routine is still limited. We review here the different clinical applica-
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l y a maintenant plus d’un siècle, Ivar Bang [1], décri-
ait une méthode de prélèvement sanguin non invasive sur
uvard comme alternative au prélèvement sanguin clas-
ique. Ce prélèvement, le « dried blood spot » ou DBS
st basé sur le dépôt d’une goutte de sang sur un papier
uvard adapté et qui est séchée avant conservation et ana-
yse. En 1963, Robert Guthrie a utilisé cette technique pour
évelopper le dépistage néonatal systématique de la phényl-
© John Libbey Eu
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étonurie [2]. Mise en place pour la première fois en Ecosse,
’utilisation du DBS a été étendue chez le nourrisson au
oyaume-Uni dans les années soixante-dix, principalement
our détecter les erreurs innées du métabolisme qui peuvent
aire l’objet d’une prise en charge thérapeutique. Actuel-
ement, l’utilisation du DBS reste presque exclusivement

irés à part : C. Hirtz
mpling on DBS and estimate its future place, supported by
analysis as the LC-MS mass spectrometry.

ood spot, pre-analytical, PCR, mass spectrometry, ELISA,

limitée au dépistage néonatal, même si de nombreuses
études démontrent son application potentielle en biologie
médicale, ainsi qu’en recherche clinique. En effet, les ana-
lyses de petites molécules de lipides, d’acides nucléiques
ou encore de protéines sont toutes parfaitement adaptées
à l’usage de DBS. Cependant, une des limites du prélève-
ment sanguin sur DBS est le faible volume de sang obtenu
(5 à 10 �L par prélèvement) et, par conséquent, la néces-
sité d’utiliser des méthodes analytiques très sensibles. Les
rotext, 2015
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évolution de la biologie médicale en marche ? Ann Biol Clin 2015 ; 73(1) :

progrès technologiques récents comme la microfluidique,
les systèmes de détection immunologique/génomique mul-
tiplexes et la spectrométrie de masse pourraient toutefois
résoudre la plupart des problèmes de sensibilité. Dans cette
revue, nous allons résumer les avantages et les inconvé-
nients de cette méthode de prélèvement sanguin singulière
et évaluer son rôle futur en biologie médicale.
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rocédure générale de l’utilisation
u DBS

rélèvement

a zone de prélèvement (doigt, talon) doit être préala-
lement désinfectée. La peau est ensuite percée à l’aide
’une lancette stérile (figure 1). La première goutte de sang
st essuyée puis les gouttes suivantes sont placées sur le
apier buvard afin de remplir la zone indiquée sur le DBS
cercle). Une fois que tous les cercles imprimés sur le papier
uvard requis sont remplis, il est séché pendant quelques
eures à température ambiante sur une surface non absor-
ante. Le temps de séchage est très important car l’humidité
ésiduelle favorise le développement de bactéries ou de
oisissures et peut modifier l’étape d’extraction [3].

onservation

ne fois séchées, les cartes DBS sont placées dans un sac
lastique étanche, éventuellement avec un sachet de des-
© John Libbey Eu
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icant et un indicateur d’humidité [4]. Le dessicant vise
parachever le processus de séchage afin de réduire tout

isque d’infection lié au prélèvement sanguin. Le temps de
onservation possible à température ambiante varie selon
a nature de l’analyte, d’une semaine pour les protéines
4] à un an ou plus pour les acides nucléiques [5]. Dans
e cadre des sérologies, les papiers buvards sont habituel-

Patient

Dépôt de la goutte
de sang sur un
papier buvard

Emporte-pièce
(2-8 mm diamètre)

Extraction a
tampon app

Séchage 1 
T° ambia

Désinfection
zone d

prélèvem

igure 1. Processus de prélèvement sanguin sur dried blood spot (DBS)
l désinfecte la zone (doigt) et perce la peau avec une lancette stérile av
ercles indiqués. Le DBS est séché de 1 à 3 heures à température amb
u laboratoire, le DBS est conservé à température ambiante. L’échanti

ampon approprié avant l’analyse.
lement conservés à – 20 ◦C dès réception au laboratoire
[6]. Pour la préservation à long terme (jusqu’à plusieurs
années), les papiers buvards sont stockées à - 20 ◦C ou à -
80 ◦C [7, 8].

Extraction

L’extraction des analytes des papiers buvards doit être réali-
sée en utilisant une procédure standardisée. Un ou plusieurs
disques de 2 à 8 mm de diamètre sont découpés avec un
emporte-pièce spécifique. Ces « spots » sont alors pla-
cés dans un tampon d’élution pendant une durée variable
selon la procédure d’extraction. L’échantillon extrait du
DBS est alors traité comme un échantillon de sang total
hémolysé et analysé par des méthodes classiques souvent
destinées au plasma ou au sérum. La nature du tampon
d’élution joue un rôle majeur dans la resolubilisation des
analytes à tester. Une grande variété de tampons d’élution
a été décrite dans la littérature dont les plus communs
sont des tampons salins, souvent supplémentés avec des
détergents (tween, triton), des protéines porteuses (albu-
rotext, 2015
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mine) et des chélateurs (EDTA). Les solvants organiques
(acétonitrile, méthanol ou éthanol) sont aussi de bons tam-
pons d’élution pour l’extraction des protéines par exemple.
Concernant les acides nucléiques, les kits commerciaux
standards d’extraction qui sont compatibles avec les ana-
lyses de biologie moléculaire (PCR, puces à ADN. . .)
peuvent être utilisés sur les spots de DBS [9].

Analyses
vec un
roprié

à 3 h à
nte

Envoi par courrier

 de la
e
ent

Piquer avec une
lancette stérile

. Le patient réalise le prélèvement de sang périphérique à domicile.
ant de déposer les gouttes de sang sur le papier buvard dans les
iante et envoyé par courrier en utilisant une enveloppe classique.

llon est perforé (2-6 mm) et les analytes sont extraits à l’aide d’un
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igure 2. Comparaison du prélèvement sanguin sur dried blood sp
u volume de prélèvement sanguin de 100 fois et une facilité de st

vantages et inconvénients du DBS

’un des principaux avantages du prélèvement sanguin sur
apier buvard est qu’il permet l’accès au prélèvement san-
uin dans des situations où le prélèvement est difficile
éloignement géographique, précarité veineuse, problème
e stockage). Le prélèvement type sur DBS contient environ
0 �L de sang sur un disque ayant une superficie moyenne
e 12 mm2 (figure 2). Il permet l’analyse de différents ana-
ytes tels que les acides nucléiques, les protéines, les lipides
u les petites molécules organiques et non organiques
tableau 1). Il existe actuellement deux types principaux
e papiers buvards pour les prélèvements : le papier-filtre
oton de différentes qualités (Whatmann 903 protein saver
ards, Whatmann, Springfield Mill, UK ; Perkin Elmer 226
pot Saver card, Perkin Elmer, Waltham, USA) et le papier-
ltre en microfibre de verre (Agilent Bond Elut DMS, Santa
lara, USA ; Sartorius verre microfibre filtre, Goettingen,
llemagne). La principale différence entre ces deux sup-
orts est que la fibre de verre, de par sa nature, ne s’imprègne
as des analytes, ce qui permet de diminuer l’adsorption non
pécifique. Il existe aussi une nouvelle génération de DBS
Noviplex cards, Shimadzu) qui est en cours de commer-
© John Libbey Eu
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ialisation et qui apporte une plus-value importante dans la
esure où il permet de collecter séparément le plasma et

es cellules sanguines indépendamment de l’hématocrite.
e nouveau type de DBS est extrêmement intéressant
ans le cadre des applications en spectrométrie de masse
es

BS) vs prélèvement de sang classique, conduisant à une réduction
ge supérieure.

quantitative LC- MS/MS en particulier car il permet d’éviter
le bruit de fond généré par la présence de l’hémoglobine.
En comparaison avec les tests sanguins classiques, le DBS
offre des avantages pratiques, cliniques et financiers. Tout
d’abord, le prélèvement sanguin sur DBS est facile à réali-
ser et indolore (figure 1). Il peut être réalisé par le patient
à domicile, évitant de se rendre dans des structures spé-
cialisées comme les laboratoires d’analyses médicales. Ce
prélèvement capillaire étant beaucoup moins invasif que
la ponction veineuse, il est mieux adapté pour les patients
nécessitant de nombreuses analyses de sang, en particu-
lier ceux possédant des veines endommagées ou fragiles
comme les utilisateurs de drogues intraveineuses, les per-
sonnes âgées ou les enfants. L’utilisation du DBS permet
également de minimiser le volume de sang prélevé sur les
patients (250 �L vs 5 mL). Par ailleurs, il a été démontré
que le séchage de la goutte de sang sur le DBS entraîne
l’inactivation des virus (CMV, VHC, VIH, HTLV) [10]
grâce à la perte de l’intégrité de leur capside virale. Ce
processus permet de réduire tout risque de contamination
du personnel médical ou paramédical [11]. En outre, elle
permet l’expédition des échantillons par simple courrier
rotext, 2015
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sans risque particulier de contamination. Cela représente
donc un atout précieux pour la réalisation d’un prélèvement
sanguin dans les collectivités éloignées d’un laboratoire
d’analyses médicales ou par manque d’infrastructures tech-
niques disponibles [12]. Grâce à sa petite taille et à sa
capacité de stockage, le prélèvement sur DBS est également
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Tableau 1. Aperçu de l’utilisation des DBS en chimie clinique autre que son utilisation pour le dépistage néonatal.

Méthodes analytiques Paramètres Intérêt clinique Références
Acides nucléiques exogènes

PCR Temps réel
Q PCR

Herpes virus humain type 6 Différenciation active herpes virus
humain type 6 (infection
héréditaire HHV-6)

[19, 44]

RT-PCR Hépatite C humaine Infection hépatite C (VHC)
chez les utilisateurs de drogues
injectables

[6, 21]

PCR Temps réel Hépatite B humaine Virus hépatite B (HBV)
quantification ADN

[45]

PCR Temps réel
Q-PCR

Cytomégalovirus Diagnostic de l’infection
congénitale à cytomégalovirus
humain

[18, 46]

Nested PCR, RNA assays,
RT-PCR

Virus VIH Détection du virus de
l’immunodéficience humaine

[7, 21, 47]

Peptides/protéines
Elisa Virus VIH Sérotypage du virus de

l’immunodéficience humaine
[48]

Elisa Protéine C-réactive Risque cardiovasculaire [49]
Delfia Gonadotrophine chorionique

humaine libre (�-hCG libre)
et PAPP-A

Risque aneuploïdie fœtale [50]

Dosage immuno-
fluorométrique

LH et FSH Concentration gonadotrophine
circulante

[51]

Immunodosage
chimiluminescent

Antigène prostatique spécifique
(PSA)

Cancer de la prostate [52]

RIA Somatedine-C (IGF-1) Dépistage de la déficience
en hormone de croissance

[53]

Elisa Apoliprotéines B Hypercholestérolémie [54]
Immunonéphélométrie Alpha 1-antitrypsine Déficience en alpha 1-antitrypsine [4]
Elisa Alpha-foetoprotéine Ouverture tube neural et trisomie [55]
Dosage enzymatique Biotinidase Déficit en biotinidase [56]
EIA Peptide relié au gène calcitonine

(PRGC)
Autisme et retard mental
chez l’enfant

[57]

LC-MS/MS Céruloplasmine Maladie de Wilson [17]
Spectrophotométrie Hémoglobine Analyse des folates [58]
Dosages immunologiques
turbidimétriques

Hémoglobine glyquée HbA1c Diagnostic et traitement
du diabète

[23]

LC-MS/MS HbA2 Diagnostic de la thalassémie [59]
HPLC non-radiochimique Hypoxanthine-guanine

phosphoribosyltransférase
Troubles du métabolisme
des purines

[60]

LC-MS/MS Iduronate 2-sulfatase Diagnostic de la maladie
de Hunter

[61]

Elisa, RIA Facteurs de croissance
Insulin-like

Évaluation du statut pubertaire [62]

Elisa Prolactine Diagnostic de l’épilepsie [63]
Elisa Récepteur transferrine Déficit en fer [64]
Delfia Thyroglobuline Statut thyroïdien [65]
Elisa CD4 Comptage des lymphocytes

CD4+ chez les patients VIH
[66]

Elisa La rougeole et la rubéole IgM
et IgG

Détection de la rougeole
et de la rubéole

[67]

Delfia Toxoplasma gondii IgM et IgA Détection de la toxoplasmose
congénitale

[68]

RIA Insuline Diagnostic de
l’hypergylcémie/hyper-insulinémie

[69]
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Tableau 1. (Suite)

Dosage enzymatique Acid alpha-glucosidase Glycogénose II [70]
Dosage enzymatique Enzymes lysosomales Distinction clinique

mucopolysaccharidoses,
oligosaccharidoses, et
mucolipidoses II et III

[71]

Dosage enzymatique Activité �-iduronidase Diagnostic de la maladie
de Hurler

[72]

Biochimie Acide phytanique et acide
pristanique

Désordres peroxysomales [73]

Électro-immunodiffusion Bêta-lipoprotéine Hyperlipidémie familiale type II [74]
Elisa Fumarylacétoacétate Tyrosinémie héréditaire I [75]
Luminex TGF-�1, (MCP-1, MIP-1�,

MIP-1�, NT-4, BDNF, RANTES,
CRP, MMP-9...)

Statut inflammatoire [76]

Immunodosage
enzymatique

IgE Allergies et infections
macro-parasitaires

[77]

Elisa IgG et IgA Carcinome nasopharyngé [24]
Dosage enzymatique �-galactosidase lysosomale Mucopolysaccharidose type IV [78]
Immunodosage
fluorométrique

Thyréostimuline
17-hydroxy-progestérone
Trypsine immunoréactive (TIR)
Créatinine kinase et isoenzymes

Hypothyroïdisme congénital
Hyperplasie congénitale
des surrénales
Mucoviscidose
Dystrophie musculaire

[79]

Chromatographie sur colonne Globuline liant la thyroxine Hypothyroidisme néonatal [80]
Immunodosage Trypsine immunoréactive Mucoviscidose [81]
Elisa Anticorps anti VHA Détection virus hépatite A [20, 82]
Elisa Anticorps anti HBc Détection virus hépatite B [83]
Corecell Anticorps maternels anti HBc Détection virus hépatite B [84].
Elisa Anticorps anti VHC Détection virus hépatite C [12, 85]
Elisa Anticorps anti paludéens Diagnostic de la malaria [86]
Elisa Anticorps anti Pseudomonas

aeruginosa
Détection Pseudomonas
aeruginosa chez les patients
atteints de mucoviscidose

[87]

Elisa Anticorps anti thyroïdien Pathologie thyroïdienne [88]
Elisa Anticorps anti tétanos Détection du tétanos

et des toxines diphtériques
[89]

Elisa Anticorps anti Brucella Diagnostic de la brucellose [90]
Elisa Anticorps anti Cysticercus Cysticercose [91]
Elisa Anticorps anti HTLV-1 et HTLV-2 Détection du virus

T-lymphotropique humain
[92]

Immuno-fluorescence Anticorps anti Coxiella burnetii,
Bartonella quintana et Rickettsia
conorii

Diagnostic des rickettsioses [93]

Elisa Anticorps anti syphilis Diagnostic de la syphilis [94]
Hémagglutination indirecte Anticorps anti treponema Diagnostic de la syphilis [95]
Elisa Anticorps anti Trypanosoma cruzi Diagnostic de la trypanosomiase

humaine
[96]

Elisa Anticorps anti Trichomonas
vaginalis

Diagnostic de la trichomonose
uro-génitale

[97]

Fluorescence Galactose-1-phosphate
uridyltransférase [GALT)

Galactosémie [98]

Elisa Anticorps anti virus Epstein Barr Diagnostic du virus Epstein-Barr [24]
EIA Anticorps anti virus Rubella Détection du virus Rubella

congénital
[25]

EIA Anticorps anti virus dengue Diagnostic virus dengue [26]
Elisa Anticorps anti hépatite A Diagnostic hépatite A [20, 82]
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Tableau 1. (Suite)

Elisa Anticorps anti HBc Détection virus hépatite B [83]
Corecell Anticorps maternel anti hépatite B Diagnostic hépatite B [84]
Elisa Anticorps anti hépatite C Détection des anticorps anti

hépatite C
[12, 85]

MLPA Détection des délétions 22q11.2 Manifestations associées au
syndrome DiGeorge

[99]

PCR Détection des variants géniques
GSTM1 et GSTT1

Recherches de gènes de
susceptibilité au cancer
pédiatrique

[41]

Elisa multiplexe Papillomavirus humain (HPV),
Helicobacter pylori (H. pylori),
hépatites C (VHC), et JC
polyomavirus (JCV)

Infections à Papillomavirus
humain (HPV), Helicobacter pylori
(H. pylori), hépatites C (VHC), et
JC polyomavirus (JCV)

[100]

Lipides et petites molécules
Densitométrie Phénylalanine Phénylcétonurie [2]
Méthode enzymatique Triglycérides Evaluation du risque

cardiométabolique
[32]

LC-MS/MS Acides aminés, organiques
et gras

Désordres métaboliques [31]

HPLC fluorimétrique Homocystéine Homocystéinurie [101]
Méthode enzymatique Dosage du glucose Suivi des patients diabétiques [102]
LC-MS/MS 17-OHP, androstènedione Hyperplasie congénitale des

surrénales
[103]

HPLC Vitamine A Rétinolémie [104]
LC-MS/MS Thyroxine (T4) et TSH Hypothyroïdisme congénital [105]
Chimiluminescence Free thyroxine (FT4) Evaluation du statut thyroïdien [106]
LC-MS/MS Carnitine libre Erreurs innées du métabolisme [107]
GC-MS Méthylcitrate Dépistage néonatal de l’acidémie

propionique
[108]

GC-MS Octanoate, decanoate, acide cis
-4- décènoïque et acide cis
-5-tetra décènoïque

Acides gras libres [109]

LC-MS/MS Succinylacétone Tyrosinémie hépatorénale [110]
FIA-ESI-MS/MS Guanidinoacetate et créatine Erreur innée dans la synthèse

de la créatine
[111]

Xénobiotiques
LC-MS Agents antirétroviraux VIH

(NVP, SQV, ATV, APV, DRV, RTV,
LPV, EFV, ETV)

Suivi thérapeutique VIH [36, 112]

RIA Métabolite de la cocaïne
(benzoylecgonine)

Exposition maternelle des
nouveau-nés à diverses
substances, y compris des
drogues toxicomanogènes

[113]

LC/MS Quinine, mefloquine, sulfadoxine,
pyrimethamine, lumefantrine,
chloroquine

Suivi thérapeutique paludisme
et pneumonie

[34, 114]

Chromatographie phase gaseuse Dichlorodiphényldichloroéthylène Charge corporelle des polluants
environnementaux des
nouveau-nés

[115]

Immunodosage
Polarisation
Fluorescence

Théophylline Suivi thérapeutique [116]

Génomique
PCR Mutations du facteur V G1691A (FVL),

prothrombine (PT) G20210A,
5’10’methylènetetrahydrofolate
réductase (MTHFR) C677T, et
méthionine synthase (MS) A2756G

Sensibilité au thromboembolisme
veineux

[117]
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PCR temps réel Mutation C.-32T>G (IVS1-13>G) Déficit en maltase acide [118]
Dosage ADN Mutation (IVS4+919G->A) Maladie de Fabry [119]
DHPLC Substitution (c.840C>T) Amyotrophie spinale [120]
Méthode de digestion par enzyme
de restriction

Mutation (c.985A>G) Déficit en medium chaine acyl
-CoA déshydrogénase) (MCADD)

[121]

PCR Mutation du gène Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR)

Mucoviscidose [122]

PCR Mutation ADN Bêta thalassémie [42]
PCR
PCR temps réel

Délétions SMN1 exon 7
Variations quantités de SMN1 et SMN2

Amyotrophie spinale [40]

PCR Méthylation FMR1 Syndrome du X fragile [39]
MLPA Délétions 22q11.2 Manifestations associées

avec le syndrome de DiGeorge
[99]

PCR Variant génique GSTM1 et GSTT1 Recherche des gènes
de susceptibilité au cancer
pédiatrique

[41]
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GC-MS Octanoate, décanoate, acide
(C10:1) et acide cis -5-tetra

LC-MS/MS Succinylacétone
FIA-ESI-MS/MS Guanidinoacétate et créatine

ne solution intéressante afin de faciliter la conservation des
chantillons dans les laboratoires cliniques et dans les bio-
anques [13]. Il est à noter qu’en cas de stockage des DBS,
l est conseillé de séparer les prélèvements à l’aide d’un
nsachage individuel ou d’une séparation avec un papier
dapté afin d’éviter les risques de contamination croisée
ntre les buvards [3]. Ces propriétés du prélèvement sur
BS ont d’ores et déjà montré leur efficacité en recherche

xpérimentale, en facilitant les études pharmacologiques et
harmacocinétiques sur petits animaux, notamment grâce
ux volumes très limités des liquides biologiques néces-
aires. Ceci fait suite à la réglementation en place visant
protéger les petits animaux (diminution de volume de

’échantillon) au cours des études précliniques. Concer-
ant la stabilité de l’échantillon sanguin, de nombreuses
tudes ont montré que la plupart des analytes du sang total
ont stables à température ambiante pendant au moins sept
ours. Dans certains cas comme les opiacés ou les acides
ucléiques, le prélèvement sur DBS permet d’augmenter
eur stabilité [14], de plusieurs mois à température ambiante
plusieurs années à – 20 ◦C [15]. D’un point de vue médico-
conomique, il est intéressant de noter que l’utilisation du
BS permet une réduction importante des coûts en raison
rincipalement de la diminution de la nécessité en person-
© John Libbey Eu
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el formé, de la facilité de transport, de stockage et de
raitement.
’inconvénient majeur du prélèvement sanguin sur DBS

éside dans la nature de l’échantillon biologique elle-même
figure 2). Dans une procédure de prélèvement sanguin
tandard, soit le sérum ou le plasma sont analysés, alors
ue les prélèvements sanguins sur DBS sont composés
-4- décènoïque
noïque

Acide gras libre [109]

Tyrosinémie hépatorénale [110]
Erreur innée dans la synthèse
de créatine

[111]

de sang total hémolysé. Par conséquent, des perturbations
analytiques dues à l’hémoglobine et à la libération du
contenu intracellulaire des cellules sanguines peuvent se
produire. Par ailleurs, comme ces cellules (érythrocytes,
leucocytes, plaquettes, etc.) sont altérées durant le proces-
sus de séchage, les analyses hématologiques cellulaires sont
donc impossibles. Le processus de séchage du DBS peut
également entraîner la dégradation de certaines protéines
et peut altérer l’activité enzymatique des protéines san-
guines (aminotransférases. . .). La présence des protéines
cellulaires dans les échantillons de DBS va aussi chan-
ger la gamme dynamique des protéines et donc modifier
la concentration de certaines substances à analyser. Dans
certains cas, les seuils décisionnels cliniques déterminés
à l’aide d’échantillons de sang standard doivent alors être
adaptés. L’hématocrite doit également être pris en compte
car il peut affecter la dispersion de la goutte de sang sur le
papier buvard [16]. Le faible volume sanguin résultant du
prélèvement sur le DBS peut aussi constituer un inconvé-
nient pour les analyses avec une faible sensibilité [11] et
pour la réalisation de dosages multiples.

Utilisation du prélèvement DBS
rotext, 2015
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en chimie clinique

La principale utilisation du DBS en France concerne le
dépistage néonatal systématique. Le prélèvement de sang
chez le nouveau-né étant difficile, la technologie DBS repré-
sente donc une alternative viable. En France, le prélèvement
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ur DBS a été mis en place en 1978 par l’Association
rançaise de dépistage et de prévention des handicaps
e l’enfant (http://www.afdphe.org/). Le prélèvement de
ang capillaire chez les nouveau-nés permet la détec-
ion de la phénylcétonurie, l’hypothyroïdie congénitale,
’hyperplasie congénitale des surrénales, la mucoviscidose
t la drépanocytose. L’extension de ces tests pour couvrir
n plus grand nombre de maladies infantiles est actuelle-
ent à l’étude [17]. Dans tous les cas, un résultat positif

era toujours confirmé ou infirmé par des tests spécifiques
omplémentaires. Au-delà de son utilisation pour le dépis-
age néonatal, de nombreux analytes cliniques peuvent être

esurés à partir d’un prélèvement sanguin sur DBS. Ces
nalytes peuvent être divisés en cinq grandes catégories
omme suit (voir également tableau 1).

cides nucléiques exogènes

a détection des acides nucléiques est généralement requise
ans le domaine de la virologie. Il existe d’ailleurs un inté-
êt croissant pour le dépistage viral grâce à la détection
es acides nucléiques (ARN, ADN) à partir des DBS. Les
echnologies actuelles de biologie moléculaire (Q-PCR, RT-
CR) utilisées en virologie sont très sensibles et nécessitent
n faible volume d’échantillons (< 20 �L). Néanmoins, il
st important de prendre en compte que la quantité de maté-
iel génétique disponible à partir d’un prélèvement DBS est
à 2 logs inférieurs par rapport à un échantillon de sérum

u de plasma standard. En ce qui concerne la conservation
es acides nucléiques sur le papier buvard, elle est stable
endant de longues périodes lorsque le DBS est correc-
ement séché et stocké à l’abri de l’humidité dans un sac
n plastique approprié contenant un sachet dessicant [3]. La
étection des acides nucléiques à partir du DBS est principa-
ement utilisée dans le dépistage de maladies virales comme
e cytomégalovirus [18], le virus de l’herpès simplex [19],
’hépatite A [20], l’hépatite C [21] et le VIH [22].

eptides - protéines

oncernant les protéines et les peptides, il existe une diffi-
ulté relative concernant leurs extractions du papier buvard,
écessitant des mises au point expérimentales. Il faut aussi
© John Libbey Eu
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enir compte de la faible sensibilité de certains dosages
e protéines. Les principales protéines mesurées à partir
u DBS peuvent être classées en deux groupes : les pro-
éines sériques standard et les anticorps. Actuellement, les
echniques analytiques les plus largement utilisées sont les
ests immunologiques qui permettent de mesurer les ana-
ytes cliniques avec une bonne spécificité et sensibilité. Par
exemple, le dosage de l’hémoglobine glyquée (HbA1c) à
partir du papier buvard réalisé par test immunoturbidomé-
trique, permet de surveiller l’équilibre glycémique chez
le patient diabétique avec la même efficacité que le pré-
lèvement sanguin. La stabilité de l’HbA1c sur le DBS
est supérieure à 4 semaines à température ambiante [23].
Par ailleurs, l’utilisation du prélèvement sur DBS est aussi
bien adapté pour la détection Elisa (Enzyme-linked immu-
nosorbent assay) d’anticorps spécifiques dirigés contre le
virus Epstein-Barr [24], le virus de la rubéole [25], le virus
de la dengue [26], le virus de l’hépatite C [6, 12] et le
virus VIH [21]. Grâce aux récents développements tech-
nologiques et méthodologiques en spectrométrie de masse
(LC-MS/MS), il est possible de réaliser des dosages quan-
titatifs de peptides et de protéines à partir d’échantillons
biologiques complexes [27]. Cette approche ciblée a été
utilisée pour mesurer la céruloplasmine dans le dépistage
néonatal de la maladie de Wilson [17] et pour la quantifica-
tion du peptide C [28] à partir des prélèvements sanguins
sur DBS. Un intérêt majeur de ces développements LC-
MS est la possibilité de multiplexer le dosage de protéines
d’intérêts (méthode MRM, multiple reaction monitoring)
à partir de quelques microlitres d’échantillon [27]. Par
exemple, Chambers et al. [29] ont réussi à quantifier un
panel de 40 protéines sériques à partir d’un prélèvement
sanguin sur DBS grâce à une approche de type MRM.

Les lipides, les glucides et les petites
molécules

La phénylalanine, un acide aminé mesuré dans le dépis-
tage de la phénylcétonurie des nouveau-nés, illustre bien le
dosage des petites molécules à partir du DBS [2]. En termes
de stabilité, les petites molécules organiques se révèlent
beaucoup moins sensibles que les protéines au processus
de séchage qui caractérise les DBS. Aussi, les progrès
majeurs en spectrométrie de masse dans le domaine des
petites molécules a permis la quantification de nombreuses
analytes comme la vitamine D ou certains lipides [30, 31].
Par exemple, des niveaux élevés de triglycérides qui repré-
sentent un risque important de maladies cardio-vasculaires
et coronariennes, peuvent être quantifiés à partir du DBS.
Ces analytes restent stables sur le papier buvard pendant 35
jours à température ambiante et jusqu’à 90 jours à 4 ◦C [32].
rotext, 2015
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Récemment, le profilage des glycanes à partir de DBS a été
développé par spectrométrie de masse [33]. Cette méthode
permet la quantification relative de 44 glycanes avec un
coefficient de variation de 20 %, ce qui est similaire aux
résultats obtenus à partir du sérum. En termes de conserva-
tion, les glycanes se conservent parfaitement au moins un
mois à température ambiante.
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a détection des xénobiotiques à partir de DBS a joué
n rôle important dans le suivi des médicaments anti-
aludiques et antirétroviraux par spectrométrie de masse
LC/MS) dans les populations isolées [34]. En 1993,
enderson et al. [35] ont démontré l’intérêt de l’utilisation
u prélèvement sur DBS pour la détection des stupé-
ants comme la cocaïne, grâce à la modification d’un kit
ommercial de dosage radio-immunologique (RIA). Un
utre exemple représentatif de l’intérêt du DBS est la
uantification par LC/MS de 9 molécules antirétrovirales
tilisées lors de l’infection par le VIH. Cette méthode de
uantification a été validée par la Food and drug admi-
istration (FDA) et a permis de démontrer une stabilité
es échantillons jusqu’à 90 jours à température ambiante
36]. Le développement de ces nouvelles techniques de
étection/quantification multiplexe des xénobiotiques par
pectrométrie de masse LC/MS va permettre d’accroître
onsidérablement l’intérêt de l’utilisation du DBS en bio-
himie clinique.

énomique

e potentiel clinique du prélèvement sanguin sur DBS dans
e domaine de la génomique a été démontré dès 1987 [37].
insi, la micro-extraction d’ADN à partir du DBS a permis

a détection de mutations responsables de maladies telles
ue la fibrose kystique [38], le syndrome de l’X fragile [39],
’atrophie musculaire spinale [40], certains cancers [41] et
a thalassémie [42]. Plus généralement, le DBS, qui est un
rélèvement dont le stockage est simple et peu coûteux, est
galement un bon choix pour la constitution de biobanques
e matériels génétiques [43]. Par exemple, la biobanque
ationale danoise utilisée dans le cadre du dépistage néona-
al (DNSB) comprend plus de 2 millions de DBS, ce qui cor-
espond presque à tous les nouveau-nés danois depuis 1982.

onclusion

’utilisation du prélèvement sur DBS peut être une réelle
lternative au prélèvement sanguin classique dans la
esure où il présente de nombreux avantages sur le plan
© John Libbey Eu
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e la facilité de prélèvement, du transport, du stockage et
e son innocuité tout en procurant d’excellents résultats
’analyse. Le prélèvement peut être réalisé à domicile
n toute sécurité par le patient lui-même et il est ensuite
nvoyé par simple courrier au laboratoire d’analyse.
omme nous l’avons vu au cours de cette revue, de
ombreuses molécules sont déjà analysables à partir du
Dried blood spot en biologie médicale

prélèvement sanguin sur DBS. De nouveaux analytes vont
pouvoir suivre grâce à des approches novatrices telles que
la spectrométrie de masse quantitative ciblée, ainsi que le
développement de systèmes de préparation des échantillons
de DBS, entièrement automatisés. Ainsi, la détection et le
suivi des maladies métaboliques, des maladies infectieuses
et chroniques pourraient donc dans l’avenir se fonder sur
l’utilisation du DBS. Actuellement, plusieurs laboratoires
publics et privés en Europe et en Amérique du Nord
commercialisent des kits de prélèvement sur DBS pour
le dosage d’une gamme importante d’analytes cliniques
souvent regroupés en panel pour le dépistage de maladies
hormonales, métaboliques ou cardiovasculaires. La démo-
cratisation de l’utilisation du DBS pourrait correspondre à
une évolution voire une révolution de la biologie clinique
comme nous la connaissons actuellement.

Liens d’intérêts : Les auteurs déclarent ne pas avoir de
lien d’intérêt en rapport avec cet article.
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